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要約
　脳は精神活動を支える中枢神経系である。その機能は外界や体内の情報を取得し, 分析した
上で適応的な活動を行うことにある。その構成要素であるニューロンの電気的活動を詳細に調
べることは, 脳における情報処理の解明に欠かせない。本研究プロジェクトにおける脳活動の
測定では, パッチクランプ法を中心とした電気生理学的手法によってニューロンの機能と構造を
調べることを目標としている。パッチクランプ法は, 細胞膜に発現しているイオンチャネルを介し
て流れる電流をリアルタイムに測定する方法である。また, 蛍光観察法を併用することで, 記録
ニューロンの形態を可視化することも可能である。本論文では, ニューロンの電気的活動の基礎
的な知識と, パッチクランプ法の原理と実験の実際について解説する。
ニューロンの電気的活動
ニューロンは脳における精神活動の実現において中心的な役割を果たしている。ニューロン
は大きく分けて樹状突起, 細胞体, 軸索からなる。その名の通り樹木の枝のように複雑に分岐し
た構造を持つ樹状突起において他のニューロンから入力が受け渡され, 細胞体に伝えられる。こ
のとき興奮性の伝達が行われれば, 脱分極性の電位変化が生じ（興奮性シナプス後電位）, 抑
制性の伝達が行われれば過分極性の電位変化が生じる（抑制性シナプス後電位）。これらのシ
ナプス後電位は, イオンチャネルを介してイオン電流がながれることで発生する。細胞体では興
奮性の入力や抑制性の入力が時空間的に加算され, その結果がある一定の閾値を超えると一定
の振幅の活動電位が発生する。膜電位に対して依存性を持つナトリウムチャネルとカリウムチャ
ネルがそれぞれ異なるキネティクスで活性化し, イオン電流が流れることで活動電位が形成され
る。ナトリウムチャネルは一旦活性化すると急速に不活性化し, 一定の時間（絶対不応期）が経
過しないと再び活性化することはない。細胞体で発生した活動電位は軸索を伝導する。軸索が
ミエリン鞘により巻き付かれて髄鞘化している場合, 活動電位は跳躍伝導し, その伝導速度は無
髄神経のそれより速い。軸索終末部まで活動電位が伝導すると, その部位に発現しているカルシ
ウムチャネルを介して細胞内にカルシウムイオンが流入し, シナプス小胞に蓄えられた神経伝達物
質が開口放出される。これらの一連の電気的な活動が脳内のニューロンで並列的に行われ, 精
神活動を支えている（石金, 2010）。
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化学シナプスと電気シナプス
ニューロン間の情報の入出力はシナプス伝達により実現されている。シナプスは大きく化学シナプ
スと電気シナプスの2種類に分けられる。
化学シナプスでは, シナプス前細胞の細胞膜とシナプス後細胞の細胞膜とが向かい合っており, 
その間のすき間をシナプス間隙という。前述したように, 軸索終末部のカルシウムチャネルを介して
細胞内に流入したカルシウムイオンは細胞内のタンパク質によって一定の場所に固定されていたシ
ナプス小胞の移動を引き起こす。シナプス小胞は細胞膜に融合し, 貯蔵する神経伝達物質をシナ
プス間隙に放出する。放出された神経伝達物質はシナプス後細胞の細胞膜に発現している受容
体に結合し, イオンチャネルの開確率を変化させることでシナプス後細胞に電気的な活動を引き起こ
す。化学シナプスにおいて, 情報伝達の際に細胞膜をよぎって流れるこれらのイオン電流は後述す
るパッチクランプ法と薬理学的手法の併用により分離して測定することが可能である。
電気シナプスでは，筒状の膜タンパクがシナプス前細胞とシナプス後細胞とを貫いており，その膜
タンパクを介してイオンがニューロン間を行き来して電流が流れることで情報が伝達される。この様
子もパッチクランプ法で観察することが可能である（岡田・狭間・小原，2001）。
イオンチャネル
ニュ ローンの電気的活動の背景には, イオンチャネルを介するイオンの流出入（イオン電流）があ
る。イオンチャネルは細胞膜を貫通する複数のタンパク質で構成されている。これらのタンパク質に
は親水性の通路があり, そこをイオンが透過する。この通路をポアといい, 開いている状態（開状
態）ではイオンを非常に透過させやすいが, 閉じている状態（閉状態）ではイオンを透過させない。
イオンチャネルは確率的にこの開状態と閉状態との間を遷移する（図1）。イオンチャネルには透過
選択性があり, 開状態であっても特定のイオンのみ透過させて他のイオンは透過させないものや, 陽
イオンであれば透過させるものなどがある。
 
図１　イオンチャネルの開閉とイオンの移動
イオンチャネルは開状態と閉状態との間を遷移する。開状態の時にイオンを透
過させ，閉状態の時にはイオンを透過させない。
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細胞膜上にはイオンチャネルが多数発現しており, 細胞膜をよぎるイオン電流は個々のイオンチャネル
を流れる電流の総和になる。したがって, ある１種類のイオンチャネルが細胞膜上にN個発現しており, 
チャネル1個が開状態の時に流れる電流量がi, 開状態である確率がpの時,  
　(1)
より当該イオンチャネルを介して流れる総電流量Iを求めることができる。
膜電位とイオン電流
　イオンチャネルを介するイオン電流は, ニューロンの膜電位を変化させる。また, 膜電位によってイ
オン電流の流れ方も決まる。膜電位とは細胞内外の電位差である。したがって, 細胞外の電位（Vout）
と細胞内の電位（Vin）から, 
 
(2)
より膜電位（Vm）を求めることができる。通常のニューロンでは細胞の内側の電位が外側の電位よ
り低く, 膜電位は負である。通常の膜電位のことを静止膜電位という。
　細胞の内外のイオン濃度が異なる場合, 濃度勾配があるという。例えばカリウムイオンは細胞外
の濃度が低く, 細胞内の濃度が高い。この濃度勾配のため, カリウムイオンに対して細胞内から細
胞外へ流出する向きに駆動する力がはたらく。また, 膜電位が0でなければ, 電位勾配があるという。
静止状態において膜電位は負であり, この電位勾配にしたがって陽イオンであるカリウムイオンに対
して細胞外から細胞内へ流入する向きに駆動する力が働く。これらの駆動力の要因を合わせて電
気化学勾配という。イオンチャネルが開状態となりイオンが透過できるようになると, 当該イオンの移
動によって生じる電流の向きは, 濃度勾配によって働く力と電位勾配によって働く力のバランスにした
がって決まる（宮川・井上, 2003）。
パッチクランプ法の開発
　膜電位の測定が行われはじめた頃, 記録電極を細胞に刺入した時にそれほどダメー ジを受けな
いという理由で大きなニューロンが用いられた。イカの巨大軸索（直径 0.4 ～ 1 mm）がその代
表例である。その後, ガラス管による微小電極が開発され, 細胞内記録法の技術が向上すると, よ
り小さなニューロンからも膜電位の測定が可能になった。しかしながら, 細胞内記録法では, 微小
電極が細胞膜に刺入された箇所において電流が漏れないように工夫することが必要となる。測定
対象となるニュ ローンによっては, 電極が抜けやすかったり, 刺入箇所から電流が漏れたりすることで
膜電位の測定に失敗することがある。その後登場したのがパッチクランプ法である。パッチクランプ
法は1976年にNeherとSakmannによって発明され, イオン電流を測定することで細胞膜に発現して
いるイオンチャネルの挙動を調べることを可能とした（Neher & Sakmann, 1976）。この手法はさ
I ＝ iNp
Vm ＝ Vin - Vout
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らに技術が進展することで後述するいくつかの派生型が生まれた（岡田・狭間・小原, 2001）。
　パッチクランプ法では細胞膜にガラス管でできた微小ピペット（パッチ電極）を細胞膜に密着させ
る。このとき, 電極内と細胞外との間の抵抗は1×109オーム（ギガオーム）以上となり, パッチ電極
の開口部の内部に位置する微小領域の細胞膜（パッチ膜）を電位固定し, パッチ膜に発現してい
るイオンチャネルを介して流れるイオン電流を測定することが可能である。パッチ電極は基準電位と
共にパッチクランプアンプに接続される。このパッチクランプアンプがパッチ電極を介してパッチ膜の
電位固定を行う。
　イオンは電位勾配によって力を受ける。また, イオンチャネルには膜電位によって開確率が変化す
る膜電位依存性を持つものもある。したがって, イオンチャネルの開閉の特性やイオン電流の特性を
調べるには膜電位を操作する必要がある。パッチクランプアンプは細胞内と細胞外との間の電位
差（膜電位）を測定する電気回路と, 電流を注入する電気回路を備えている。膜電位を操作す
る際は, 測定した電位と実験者が固定したい電位（コマンド電位）の差分から, 保持したい電位
にするために必要な注入電流量を算出し, 電流注入を行う。膜電位が固定したい電位になれば電
流注入を行わない。また, なんらかのニューロンの活動により細胞膜を介してイオン電流が流れれば, 
その電流量も測定することが可能である。このような回路群によってパッチクランプアンプはニューロ
ンの膜電位を操作し, 細胞膜をよぎって流れるイオン電流を測定する。図2は, 本学に導入されたパッ
チクランプアンプである。
 
図２　パッチクランプアンプ
上段はパッチクランプアンプ本体（Axon CNS MultiClamp 700B）。本機は
アンプを2チャンネル備えており, 同時に2つのニューロンの電気的活動を測定
することが可能である。下段はパッチクランプアンプの出力をA/D変換してコ
ンピュータに入力したり, コンピュータで設定したコマンド電位をD/A変換して
パッチクランプアンプへ出力するA/D・D/A変換装置（Axon CNS Digidata 
1440A）。これらの機器はUSBインタ フーェ スーを経由してPCから制御する。
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パッチクランプ法の種類
前述したように, パッチクランプ法にはいくつかの派生型（モ ドー）がある（岡田・狭間・小原, 
2001）。各モ ドーについて解説する。
 
１）セルアタッチモ ドー（cell-attached mode）
パッチ電極の先端開口部をニューロンの細胞膜に密着させ, そのまま電流を記録するモ ドーで
ある（図3A）。このモ ドーでは記録ニューロン全体の膜電位を操作することはできない。このモー
ドはオンセルモ ドーともいう。この方法ではパッチ電極内に充填した液と細胞内液の交換を行わ
ない。その意味で後述する穿孔パッチモ ドーと同様, 細胞内環境を保ったまま記録する方法であ
る。
 
図３　パッチクランプの種類
パッチクランプには大きく分けて５つの派生型がある。
（A）セルアタッチモ ドー　（B）インサイドアウトモ ドー　（C）ホールセルモ ドー　
（D）穿孔パッチモ ドー  　（E）アウトサイドアウトモ ドー
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２）インサイドアウトモ ドー（inside-out mode）
パッチ電極の先端開口部が細胞膜に密着するセルアタッチモ ドーを完成した後, パッチ電極を
ニューロンから引き剥がすと, パッチ膜だけがパッチ電極の開口部に密着したまま引きちぎられる
場合がある。これがインサイドアウトモ ドーである（図3B）。パッチ膜の細胞の内側に面していた
部分は灌流液に露出するため, 灌流システムにより液の組成を操作してイオンチャネルの挙動を
観察することが可能である。
３）ホールセルモ ドー（whole-cell mode）
セルアタッチモ ドーからガラス電極に陰圧を加え, パッチ膜を破るとニューロンの細胞膜全体を
流れるイオン電流を測定することが可能となる（図3C）。記録するニューロンの細胞内液ははる
かに容量の大きいパッチ電極内の液と交換されるため, 実験者が任意の組成の液をパッチ電極
内に充填することで細胞内液を操作することができる。実験者は細胞膜全体の電位を操作し, 
その条件で流れる電流を測定する。
４）穿孔パッチモ ドー（perforated patch mode）
通常のホールセルモ ドーのパッチクランプ法では, 細胞内液をパッチ電極内液に交換すること
で細胞内の移動可能な分子も流出してしまう。したがって, ホールセルモ ドーではこれらの分子が
機能した状態で測定を行うことはできない。細胞内液を交換せず, 自然な状態でニューロンの全
細胞膜をよぎって流れる電流を測定するために開発されたのが穿孔パッチモ ドーのパッチクランプ
法である（図3D）。イオンのみを透過させるイオノフォアを電極内液に導入し, セルアタッチモ ドー
で電極開口部を細胞膜に密着した状態にすると, イオノフォアがパッチ膜に刺さり, イオンを透過さ
せる穴を形成する。この状態になると, イオノフォアを介してパッチ電極から細胞に対して電流を
流せるので, ホールセルモ ドーと同じようにニューロンの全細胞膜をよぎって流れる電流を測定する
ことが可能となる。限られたイオンのみがイオノフォアを介してパッチ膜をよぎって移動するので, 細
胞内の自然な環境を保ったまま測定ができる。ただし, アクセス抵抗が高いため, 通常のホールセ
ルモ ドーのパッチクランプ法と比較すると高い時間分解能で膜電位を操作することはできない。ま
た, イオノフォアの開発は進んではいるが, 穿孔パッチモ ドーによるパッチクランプ法の難易度は比
較的高い。
５）アウトサイドアウトモ ドー（outside-out mode）
パッチ電極の開口部が細胞膜に密着したセルアタッチモ ドーからホールセルモ ドーに移行して
から, パッチ電極を引き剥がすとパッチ膜の細胞の内側に面していた部分が電極内液に露出す
る。これをアウトサイドアウトモ ドーのパッチクランプ法という（図3E）。インサイドアウトモ ドーとは逆
にパッチ膜の細胞の外側に面していた部分が灌流液に露出するため, 灌流システムにより液の組
成を操作してイオンチャネルの挙動を観察することが可能である。
　これらのパッチクランプ法の各種モ ドーは実験の目的に合わせて選ぶ。単一チャネルの挙動を
測定したい場合は，パッチ膜に発現しているイオンチャネルのみが観察対象となるインサイドア
ウトモ ドーやアウトサイドアウトモ ドーのパッチクランプ法を適用し，ニューロンのすべての細胞
膜に発現しているイオンチャネルを介して流れる電流を高い時間分解能で正確に測定する場合は
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ホールセルモ ドーのパッチクランプ法を適用する。また, 細胞内の環境を保ったままイオン電流の測
定を行いたい場合は穿孔パッチモ ドーのパッチクランプ法を適用する。
パッチクランプ法適用における注意点
パッチクランプ法はガラス電極の開口部がニューロンの細胞膜に密着し, 漏れ出る電流が極めて
少ないため, 膜電位の操作を正確に行うことが可能である。しかしながら, 細長く複雑に分岐した樹
状状突起を持つニューロンに対してホールセルモ ドーのパッチクランプ法を適用した場合, 空間的に
均一に全細胞膜の膜電位固定を行うことは難しいため, そのような条件下で膜電位を操作して測定
されたイオン電流の時間特性や電位依存性は不正確なものとなる。また, 正確な測定を行うために
は下記の通り電極の作製や操作等について注意を払う必要がある。
１）電極の作製
　パッチ電極はガラス製の管に熱を加えながら専用のプラーで引いてつくる。パッチ電極は電極
そのものによる直列抵抗の値をできるだけ低くするため, 先端部位のみ細くする方がよい。この抵
抗値が大きいと, 電流が電極内を流れることで電圧降下が生じ, 大きな補正が必要となり, 測定
誤差を誘発する可能性が生じる。また, 電極の開口部の直径は数μmになるように設定し, 電極
内液を充填した時の抵抗値が数メガオームとなるように調整する。抵抗の値は測定対象となる
ニュ ローンの状況や実験の目的に応じて調整する。
２）電極の操作
　パッチクランプ法をニューロンに適用するには, パッチ電極の先端を測定の対象となるニューロ
ンの細胞膜表面に接触させる必要がある。この操作はマイクロメー ター 単位の精度を要するため, 
素手で直接行うことはできない。そこで, 顕微鏡により拡大して観察しながらマイクロマニピュレー
タを用いてパッチ電極を動かす（図4）。
図４　マイクロマニピュレータ
パッチ電極を固定し, 高精度な移動を実現させる
３次元水圧マイクロマニピュレータ（Narishige 
MHW-3）。３つのハンドルはそれぞれXYZ軸
に対応し, 回すことによってパッチ電極を標的
ニューロンの近傍に移動させることができる。ハン
ドル１回転で50μm移動し, 最小目盛りは0.2μm
である。可動部は顕微鏡のステージ上に設置さ
れた粗動部（図５）に固定されており, ハンドル
操作は液圧によりチューブを介して伝えられる。
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３）振動の制御
機械的な振動はパッチクランプ法にとって大敵である。そこで, 標本やマイクロマニピュレ ターを
装着している顕微鏡のシステムごと除振台の上に載せる。除振台は空気ばねを利用して振動を
抑制する仕組みを備えている。
パッチクランプ法の実施手順
パッチクランプ法の実施にあたっては, 灌流液中でパッチ電極の先端を測定の対象となるニュー
ロンの細胞膜表面に接触させる必要がある。そこで, 以下の様にパッチクランプアンプを操作しなが
らパッチ電極を動かす。ここではホールセルモ ドーのパッチクランプ法について記述する。
１）パッチ電極の先端を標的ニューロンに近づける
粗動のマニピュレ ター（図5）を操作し, ヘッドステージに装着されたパッチ電極の先端を灌流
液に着水させる。着水を確認したら, 数十 msの電圧パルス（例えば0 mVから1 mV）を繰り
返し出力し, 流れる電流を測定しながら電極先端を標的とするニューロンに接近させる。このとき, 
灌流液中で電極先端部に汚れが付着することを防ぐため, 接続してあるチューブを介してパッチ
電極内に弱い陽圧をかける。顕微鏡の対物レンズは比較的倍率の低いものを用い, パッチ電極
の先端と標的ニューロンとの位置関係を観察しながら, 粗動のマニピュレ ターを用いて電極を近づ
けていく。パッチ電極の先端が標的細胞に十分に近づいたことを確認したら, 顕微鏡の対物レン
ズを高倍率のものに換え, マイクロマニピュレ ターの微動ハンドルを操作する（図4）。標的ニュー
ロンの細胞膜に対してパッチ電極の先端が接触すると細胞膜がわずかに動くので, その瞬間を
見逃さない様に注意する。乱暴にパッチ電極を動かすと, 標本に含まれる神経回路網や標的
ニューロンが電極によって破壊され, たとえ測定ができたとしても意味のないデ ターを収録すること
になる。
 
図５　３次元マニピュレータ（粗動部）
マイクロマニピュレ ターと組み合わせ, 微動ハンドル
を操作する前に大まかにパッチ電極を移動させる
際に使用する。ステージ上に設置されており, ハン
ドル１回転で４mm移動する。左側にチューブの
接続された微動部が固定されている。
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２）ギガオームシールを形成する
顕微鏡での観察下でパッチ電極の先端が標的ニューロンの細胞膜に接触したように見えたら, 
電圧パルスによって流れる電流を確認する。実際にパッチ電極の先端が細胞膜表面に適切に
接触すると, 流れる電流の振幅がそれまでより減少する。電流の振幅の減少を確認したら, 接続
してあるチューブを介してパッチ電極内に陰圧をかける（パッチ電極内にかける陽圧や陰圧は
専用の機器を用いて操作しても良いが, シリンジで代用することができる）。陰圧をかけると, パッ
チ電極がさらに細胞膜に密着し, 電圧パルスにより流れる電流の振幅がさらに減少するので, 電
圧パルスの振幅を大きくする。ここで, 算出される抵抗の大きさが1×109オーム（ギガオーム）をこ
えると, ギガオームシールが形成されたことになる。なお, 抵抗値がギガオームをこえない場合, 標
的ニューロンに対するパッチ電極の先端位置がよくないとか, 先端が付着物によって汚れているな
どといった理由が考えられる。また, 標的とするニューロンの細胞膜表面が他の組織によって覆
われていることで露出していない場合もある。ギガオームシールの形成に失敗したら, パッチ電極
を新しいものに交換して再挑戦するか, 標的とするニューロンを変更する。実験者は自分が研究
対象とする標本の事情に合わせ, 失敗の原因を検討しながら成功率の向上を目指して工夫をす
る必要がある。
３）ホールセルモ ドーを確立する
ギガオームシールの形成に成功すると, 電圧パルスのオンセットとオフセットにおいて一過性に容
量性の電流が流れるのでパッチクランプアンプで補正する。補正が終わったら, パッチ電極内にさ
らに陰圧をかけてパッチ膜を破る。パッチ膜が破れると, ニューロンの細胞膜全体に由来する容
量性電流が再び電圧パルスのオンセットとオフセットにおいて一過性に流れるので, こちらもパッチ
クランプアンプの機能により可能な限り補正する。パッチ膜が破れると, 細胞内の液が電極内液
により交換される。ニューロンの膜電位を固定したい場合は, パッチクランプアンプを電位固定モー
ドにセットし, 膜電位を測定したい場合は電流固定モ ドーにセットする。これでホールセルモ ドーの
パッチクランプ法が確立したことになる。実験の実施中に細胞膜とパッチ電極先端との間のシー
ルが悪くなるとリー ク電流が観察される。その場合はその細胞での実験を止めた方がよい。
蛍光観察法とパッチクランプ法
ホールセルモ ドーのパッチクランプ法では, 細胞内液をパッチ電極内に充填した液で交換する。
パッチクランプ法により標的ニューロンの電気的活動を測定した後に, そのニューロンの形態を観察
するには, 予め電極内液に蛍光色素を含ませておけばよい。ホールセルモ ドーのパッチクランプ法
の適用によって, 蛍光色素は標的ニューロン内に拡散する。蛍光色素は特定の波長域の光により
励起され, その励起光より長い波長域の蛍光を発して基底状態に戻る。ニューロンの形態を蛍光
観察するには, 顕微鏡（図6）の落射蛍光システムを用いる。落射蛍光システムでは, フィルター と
ダイクロイックミラ をー用いて蛍光色素の励起と蛍光像の取得を行う（図7）。画像デ ターはCCDカ
メラを介してPCに保存する。蛍光観察では, 通常は見ることのできない標的ニューロンの形態を詳
細に調べることができる（阿部, 2000）。また, 蛍光色素のない背景はほぼ暗黒となるので, 形態を
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感度よく観察することが可能となる。以下に落射蛍光システムで用いる各光学素子について解説
する。
 
１）励起フィルター
特定波長域の光を光源の水銀ランプから選択的に透過させるフィルター である。その他の波
長域の光は遮断する。後述するダイクロイックミラーによる反射の後, 対物レンズを介して標本に
照射される。
２）ダイクロイックミラー
励起フィルター を透過した励起光を反射し, 励起光の照射によって蛍光色素から発せられた蛍
光を透過させる。
３）吸収フィルター
標本から発せられた光について, 特定の波長域のみ透過させるフィルター である。散乱光を防
ぎ, 背景光強度を低下させることで観察したい蛍光像のS/Nを向上させる。
 
図６　正立顕微鏡
除振台に設置された研究用対物上下動式正立顕微鏡（Nikon 
FN1）。パッチクランプ法による電気生理実験を実施する際の
プラットフォームとなる。落射蛍光システムとIR-DICシステムを
備えている。
図７　落射蛍光による観察
水銀ランプから発せられた光は励起フィルター を介し, ダイ
クロイックミラーで反射される。反射された光は対物レンズ
を介して標本に照射される。標本から発せられた蛍光は
対物レンズを介してダイクロイックミラーを透過し, さらに吸
収フィルター を介して蛍光像となる。
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以上の励起フィルター , ダイクロイックミラー, 吸収フィルター を1つの光学部品としてくみ上げられた
ものが蛍光フィルター ブロック（または蛍光キューブ）である（図7, 図8A）。実験者は使用する蛍
光色素の励起波長と蛍光波長に合わせて蛍光フィルター ブロックを選んで使う（各波長については
蛍光色素のメー カーが提供するスペックシ トーを参照する）。暗い蛍光色素の場合には, 広い波長
域の励起フィルター を用いるが, 背景光とのS/Nを向上させたい場合には, 狭い波長域の励起フィル
ター を用いる。蛍光フィルター ブロックは顕微鏡に設置されたター レット（図8B上）に装填し, 蛍光
観察時にター レットを回転させて光路に入れる。なお, 適用した蛍光色素以外の標本や対物レンズ
も励起光により蛍光を発する場合がある。これを自家蛍光という。自家蛍光が強いと観察したい蛍
光像のコントラストが低下するので, 自家蛍光の少ない対物レンズを選ぶ（図8B下）。落射蛍光シ
ステムでは水銀ランプを光源として用いることが多い（図8C）。水銀ランプには使用時間の制限が
あるので, 実験にあたっては使用延べ時間のカウンター を確認し, 制限時間をこえたら新しい水銀ラ
ンプに交換する。
 
IR-DICによる標本観察
ニューロンを標的としてパッチクランプ法を適用するには, 標本内に存在する様々なニューロンの
表面や輪郭などを明瞭に観察できると便利である。染色を行えば, ある程度のコントラストを得ること
ができるが, 生きている標本を用いる実験では染色できない場合が多い。そこで, 染色を行わずに
標本の様子を詳細に観察するための方法が開発されている。位相差観察法と微分干渉観察法で
ある。ここでは脳スライス標本など, ある程度厚みのある標本を実験対象とする際に用いる赤外微
図８　落射蛍光システム
正立顕微鏡に取り付けられている落射蛍光システム。
（A）蛍光フィルターブロック（写真はTRITC用）
（B）蛍光フィルターブロックのターレット（上）と蛍光対応対物レンズ（下）
（C）光源として使用する水銀ランプ
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分干渉法（infra-red differential interference contrast; IR-DIC）を紹介する。IR-DICでは
照明光として赤外領域の光を用いる。赤外光を用いると肉眼では観察できなくなるが, 数百マイクロ
メー トルまでの比較的厚い標本でも観察が可能となる。観察には赤外光に感度を持つCCDカメラ
を用いる。顕微鏡には照明光用にハロゲンランプが備えられているが, 可視光域を含む広い波長
域の光を放出するので, IR-DICによる観察を行う際は赤外光だけを透過するバンドパスフィルター を
照明光の光路に入れる。さらに照明光はポラライザー , DICプリズム, そしてコンデンサ レーンズを介
して標本に照射される。これらの光学素子を介した照明光は2つの偏光に分かれて標本に照射さ
れる。各偏光は互いに進路が少しずれるため, 標本を通過すると標本の厚さの変化により光路差
が生じる。対物レンズ, DICプリズム, そしてアナライザ をー介した光は進路のずれが元に戻される
ため, 光路差に由来する干渉が生じてコントラストがついた像をつくる（IR-DIC像）。CCDカメラで
取得した画像は確認用モニター で観察し, 必要に応じてPCに保存する。実験者はIR-DIC像を確
認しながら, ポラライザ をー回転して画像が最も暗くなるように調整する。IR-DICは赤外光を照明光
として用いるため, 可視光に対して感受性をもつ標本を実験対象とする場合にも適している。なお, 
IR-DIC観察下においては, 何らかの理由で傷害を受けたニューロンはぼんやりして見えるが, 健全
なニューロンは細胞膜表面が滑らかに見え, 輪郭もはっきりしていることが多い。パッチクランプ法を
適用する際, 実験者は状況に合わせて可能な限り健全と思われるニューロンを標的として選び, 実
験や観察を行う必要がある。
まとめ
パッチクランプ法と落射蛍光およびIR-DICによる標本の観察について概説した。本学に導入さ
れたマルチパッチクランプ電気生理実験装置では, 生きた神経回路網に存在する2つのニューロン
から同時に電気活動を測定し, それらのニューロンの形態を観察することが可能である。脳や神経
回路網の機能を解明するためには, その機能単位であるニューロンの電気的活動を調べることもさ
ることながら, 電気的活動を指標としてニューロン間の機能的な結合関係を調べることも必要であ
る。例えば, 2つのニューロンにパッチクランプ法を適用すると, 片方のニューロンに電圧パルスを与
えて刺激することで神経伝達物質の放出を行わせるとともに, もう片方のニューロンにおいてイオン
電流を測定することで, 2つのニュ ローン間でどのような種類のシナプス結合が存在するかがわかる。
また, 神経伝達物質の受容体の阻害剤を併用することで, そのシナプスにおいて機能している受容
体のサブタイプがわかる。ここで挙げたものはごく一部であり, パッチクランプ法をはじめとした電気
生理学的手法による脳活動の測定は, 新しく開発された手法を取り込みながらめざましく発展してい
る。本心理科学研究センター のプロジェクトにおける目標の1つは, 実証的な手法に基づき「深い
人間理解」を目指すことである。神経科学分野で生み出された脳活動の測定法を, 心理学で取り
扱う問題の解明を目的として取り入れることで, 心の働きを支える生物学的基盤に関する基礎的な
知見の提供に繋げていきたい。
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